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研究成果の概要（和文）： 
 本研究プロジェクトでは，ヒト胆嚢癌，肝外胆管癌と肝内胆管癌組織を用いた検討により，半数以
上の症例において，IL-4 受容体を過剰発現することが明らかとなった．また，胆道癌細胞においても，
IL-4 受容体の発現が認められた．一方，正常胆嚢組織，正常胆管組織においては IL-4 受容体の発
現は認められなかった．従って，IL-4 受容体は胆道癌における新規標的分子になりうる可能性が示唆
された．Pseudomonas Exotoxin（以下 PE）は緑膿菌由来の外毒素であり、有核細胞の細胞死を惹
起する．IL-4 受容体標的サイトトキシンまたはイムノトキシン（interleukin-4 conjugated PE, 以
下 IL-4-PE）は，IL-4 と PE を結合した recombinant protein であり，IL-4 受容体を高発現する腫
瘍細胞に対して効率的に殺細胞効果を発揮することが報告されている．そこで，胆道癌細胞株
に対する IL-4-PE の抗腫瘍効果について検討を行った．放射性ラベル IL-4 を利用した，IL-4 結
合能の検討では，８種類のヒト胆道癌細胞株において IL-4 の結合が確認された。これらの細胞
株８種類に対する細胞障害性の検討では，サイトトキシン療法（IL-4-PE）の良好な細胞障害が 8種中 4
種で認められ，そのうち 2 種では非常に高い感受性を示した．ヌードマウスを用いた担癌モデルにお
いては，皮下腫瘍モデルのみならず，腹膜播種モデルにおいても，IL-4-PE の良好な抗腫瘍効果が
観察された．これらのことより，IL-4-PE は胆道癌に対する新規分子標的治療として有用である可能性
が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文） 
  Immunohistochemical analysis has shown that cancerous epithelia in biliary tract carcinoma 
(BTC) tissue (e.g., gallbladder carcinoma, extraheaptic cholangiocarcinoma, and intrahepatic 
cholangiocarcinoma) expressed receptors for IL-4 in situ at high densities. The expression rate 
is more than 50%. Also, cultured BTC cell lines have been shown to express the receptor. On 
the other hand, normal gallbladder tissues and bile duct tissues do not express the receptor. 
Therefore, the receptor can be a novel target for molecular target therapy in future. Targeting 
cytotoxins or immunotoxins to tumor cell surface receptors represents a new approach for the 
treatment of carcinomas. In this research project, the antitumor activity of a cytotoxin 
(IL-4-PE), that is composed of an interleukin-4 (IL-4) targeting moiety and a truncated form of 
Pseudomonas exotoxin A, was tested against human biliary tract carcinoma (BTC) cells. Eight 
BTC cell lines expressed IL-4R on the cell surface as determined by radiolabeled ligand 
binding assays. When these cells were treated with IL-4-PE, significant cytotoxicity was 
observed as determined by the inhibition of protein synthesis. The concentration of agent 
causing 50% inhibition of protein synthesis (IC50) was found to be less than 10 ng/mL in 4 of 
the 8 BTC cell lines studied. The anti-tumor activity of IL-4-PE was assessed for human BTC 
cells implanted subcutaneously in immunodeficient mice. By intratumoral injection of IL-4-PE, 
complete disappearance of the established tumors was observed in 40% of animals. 
Intraperitoneal administration of IL-4-PE at tolerated doses to animals with peritoneally 
disseminated BTC exhibited significantly prolonged survival compared to untreated animals. 
Taken together, these results indicate that IL-4 receptor-targeted cytotoxin is a potent agent that 
may provide a new therapeutic option for BTC. 
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１．研究開始当初の背景 
 胆道癌と肝内胆管癌は早期発見が困難で
あり，また，進行癌では化学療法や放射線療
法に対して抵抗性を示す事が多いことより，
難治性の癌と位置付けられている．その治療
成績の向上には，新しい有効な治療手段の開
発していくことが重要である．Pseudomonas 
Exotoxin（以下 PE）は緑膿菌由来の外毒素で
あり、有核細胞の細胞死を惹起する．IL-4 受
容体標的サイトトキシン（ interleukin-4 
conjugated PE, 以下 IL-4PE）は，IL-4 と PE
を結合した recombinant protein であり，IL-4
受容体を高発現する腫瘍細胞に対して効率
的に殺細胞効果を発揮することが報告され
ている．米国においては，現在，各種癌腫に
おける臨床試験が施行されている． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，我々は，胆道癌と肝内胆管癌
の臨床標本における IL-４受容体の発現と胆
道癌細胞株に対する IL-4-PE の細胞障害性に
ついて検討を行った． 
 
３．研究の方法 
1.癌組織における IL-4 受容体発現の検討 
 ヒト胆道癌組織（胆嚢癌 42 例，肝外胆管
癌 18 例，肝内胆管癌 30 例），および非癌胆
道組織（非癌胆嚢 17 例，非癌肝内胆管 12 例）
において免疫組織染色を行い，IL-4 受容体の
発現を検索した．また，ヒト胆嚢および胆道
癌の手術検体組織（非癌胆嚢 2 例，胆嚢癌 3
例，肝内胆管癌 2 例，肝外胆管癌 2 例）を用
いウエスタン解析を行い，組織内の IL-4 受容
体タンパクの有無を検索した． 
2. ヒト胆道癌細胞株における IL-4 受容体発
現の検討 
 8種の胆道癌由来細胞株を用いて in vitro 実
験を行った． 
i) IL-4 受容体 mRNAの発現の有無を RT-PCR
によって検索した．各細胞株より得られた
RNA より cDNA を合成し，IL-4 受容体特異
的 primer を用いて，Taq-man PCR 法で増幅し
検索した． 
ii) IL-4 受容体タンパクの発現をウエスタン
解析により検索した．各胆道癌細胞株 1x106 
個よりライセートを作成し，IL-4 受容体の検
出を行った．膵臓癌細胞株 Panc-1 を陽性コ
ントロールとして用いた． 
iii) 放射性ラベル IL-4 を用いた細胞表面の
IL-4受容体への IL-4の結合能について評価し
た．IL-4を 125-Iで放射性ラベリングを行い，
各胆道癌細胞株と反応させ，細胞表面に結合
した放射性ラベル IL-4 を計測した． 
3, ヒト胆道癌細胞株に対する IL-4-PE の細胞
障害効果（タンパク合成阻害効果）の検討 
 8 種の胆道癌細胞株に対して，IL-4-PE を
0-1000 ng/ml の濃度で 24 時間反応させた．
その後，放射性ラベルロイシンを添加し，
その細胞内取り込みを計測することにより，
タンパク合成阻害効果を相対的に評価した． 
4. 皮下腫瘍マウスモデルにおける IL-4-PE の
抗腫瘍効果の検討 
 胆嚢癌細胞株を 4 週齢のヌードマウスの皮
下に注入し，皮下腫瘍を形成させることによ
り担癌モデルを作成した．IL-4-PE の腫瘍内
局注群，vehicle の腫瘍内局注群，IL-4-PE の
腹腔内投与群，vehicle の腹腔内投与群の計 4
群，各群 5 匹のモデルマウスで皮下腫瘍の
volume を計測し，抗腫瘍効果を評価した． 
5, 腹膜播種マウスモデルにおける IL-4-PE の
抗腫瘍効果と生存期間延長効果の検討 
 胆嚢癌細胞株を 4 週齢のヌードマウスの腹
腔内に撒布し，腹膜播種モデルとした．
IL-4-PE 腹腔内投与群，vehicle 投与群の 2 群，
各 10 匹のモデルマウスを用いて生存期間の
変化を検討した． 
 
４．研究成果 
1. ヒト癌組織における IL-4 受容体発現 
 免疫染色におけるヒト胆道癌における IL-4
受容体の発現検討では，胆嚢癌 42 例中 25 例 
(60%) ，肝外胆管癌 18 例中 9 例 (50%) ，肝
内胆管癌 30 例中 19 例 (63%)に IL-4 受容体の
染色像が得られた．組織学的進行度や分化度
による発現の差は見られなかった．一方，非
癌胆嚢および非癌肝内胆管組織には IL-4 受
容体の染色像は認められなかった．ヒト胆道
癌組織のウエスタン解析では，胆道癌組織 7
例すべてにおいて，IL-4 受容体タンパクの発
現が認められた．非癌胆嚢より作成したライ
セートでは IL-4 受容体タンパクの発現は見
られなかった． 
2. ヒト胆道癌細胞株における IL-4 受容体発
現 
 胆道癌細胞株を用いた RT-PCR では 8 種す
べての細胞株において，IL-4 受容体の mRNA
発現が認められた．また、ウエスタン解析に
おいても，IL-4 受容体タンパクの発現が 8 種
すべての細胞株において認められ，胆嚢癌細
胞株 2 種ではとくに高発現が示唆された．放
射性ラベル IL-4 を利用した IL-4 結合能の検
討では，すべての細胞株において IL-4 の結合
が確認された．結合能の細胞間での比較では，
先のウエスタン解析において IL-4 受容体蛋
白の高発現が示唆された 2 種の胆嚢癌細胞株
において，IL-4の結合量が多い結果であった． 
3. ヒト胆道癌細胞株に対する IL-4-PE の細胞
障害効果（タンパク合成阻害効果） 
 IL-4-PE を用いて行った細胞障害性実験
では，8 種の細胞株すべてにおいて IL-4-PE
濃度依存性にアミノ酸 ロイシンの取り込
み・利用の低下が見られた．ウエスタン解
析および IL-4 結合能試験で IL-4 受容体高
発現，放射性ラベル IL-4 の高結合を示した
2 種の細胞で，とくに細胞障害作用が顕著
であった．さらに別の 2 種の細胞で、IC50
が 10ng/ml を下回り，計 4 種の細胞で強い
感受性が示された．また，この IL-4-PE の
細胞障害は IL-4 との競合作用が認められ，
IL-4-PE が IL-4 受容体特異的な結合および
細胞障害であることが示された． 
4. 皮下腫瘍マウスモデルにおける IL-4-PE の
抗腫瘍効果 
 胆嚢癌細胞株を用いた皮下腫瘍モデルマ
ウスでは，IL-4-PE の腫瘍内投与・腹腔内投
与ともに，有意な腫瘍の縮小効果が観察され
た．とくに IL-4-PE の腫瘍内投与では 5 匹中
2 匹において腫瘍の消失を認め，抗腫瘍効果
はより顕著であった． 
5. 腹膜播種マウスモデルにおける IL-4-PE の
抗腫瘍効果と生存期間延長効果 
 胆嚢細胞株を用いた腹膜播種モデルマウ
スを用いた IL-4-PE の腹腔内投与の効果検討
においては，コントロール群では血性腹水の
出現および悪液質を呈し死亡，その median 
survival periodは 5週であった．これに対して，
IL-4-PE 腹腔内投与群においては，その発症
は遅延し，median survival period は 13 週とな
り，8 週間の生存期間延長が見られた．また，
IL-4-PE 治療群では 6 匹（60%）のモデルマウ
スで 20 週以上の生存期間が得られた． 
6. 考察 
 ヒト胆道癌組織を用いた検討により，半数
以上の胆道癌において，IL-4 受容体を高発現
することが明らかとなった．また，その発現
は胆道癌の分化度あるいは進行度との関連
は見られなかった．一方で，正常胆嚢組織，
正常胆管組織においては IL-4 受容体の発現
は認めず，IL-4 受容体は胆道癌に対する新規
標的分子になりうる可能性が示唆された．ヒ
ト胆道癌細胞株を用いた検討では，IL-4-PE
の良好な細胞障害が 8 種中 4 種で認められ，
そのうち特に 2 種では非常に高い感受性を示
した．このことより胆道癌細胞株が IL-4-PE
が十分に効果を発揮し得るだけの受容体を
発現していると考えられる．ヌードマウスを
用いた担癌モデルにおいては，皮下腫瘍モデ
ルのみならず，腹膜播種モデルにおいても，
IL-4-PE の良好な抗腫瘍効果が観察された．
胆道癌は比較的早期に腹腔内への転移病巣
を形成しやすく，腹膜播種は根治的外科手術
を不可能とする治療困難な病態であるが，
IL-4-PE 腹腔内投与は局所的な投薬による腫
瘍細胞への高濃度の薬剤暴露が得られるこ
とより，腹腔内の播種病巣に良好な細胞障害
を惹起することが示唆された． 
7. 結論 
 胆道癌と肝内胆管癌においては，IL-4 受容
体の発現が高率に認められたことより，IL-4
受容体を標的としたサイトトキシン療法
（IL-4-PE）は，肝内胆管癌に対する新規治療
としての有用であることが示唆された． 
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